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CHAPTER VI U 
General discussion an 
A g i n g  i s  d complex phenomenon, t h e  n a t u r e  a n d  o r i g i n  o f  w h i c h  a r e  
p r e s e n t l y  u n k n o w n .  Many theor ies  h a v e  been p roposed  t o  exp la in  t h i s  
process .  Among these  theor ies,  seve ra l  e x i s t  t h a t  i nvoke  a ro le  f o r  
p ro te ins ;  t h e i r  s y n t h e s i s  a n d  their- e l iminat ion.  Many s tud ies  h a v e  been 
pe r fo rmed  on p r o t e i n  rnetabol isn~ a n d  a g i n g  (R i cha rdson ,  1981 ; Richard-  
son & BirchenaYI-Sparks,  1983: Mak r ides ,  1 9 8 3 ) .  However ,  most o f  
these s tud ies  h a v e  concen t ra ted  o n  ave~ra l l  p r o t e i n  metabolism a n d  
changes i n  those fac to rs  t h a t  m i g h t  i n f l uence  ove ra l l  p r o t e i n  metabo- 
l ism. I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  changes i n  i n d i v i d u a l  p ro te in  metabolism wou ld  
o n l y  b e  u n d e r  some un i f o rm,  age- re la ted con t ro l .  It w o u l d  t h e r e f o r e  b e  
o f  cons iderab le  i n t e r e s t  t o  s t u d y  t h e  i n f l uence  o f  age o n  t h e  metabofism 
o f  one spec i f i c  p r o t e i n .  
In t h i s  s t t i d y ,  r a t  se rum a lbumin  was chosen. ThFs i s  because seve- 
r a l  p r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  shown t h a t  t h e  syn thes i s  o f  t h i s  p r o t e i n  was 
u n d e r  an age- re la ted c o n t r o l  i n  r a t s  [Beauchene e t  a!. , 1970; Salatka 
e t  al. ,  1971 ; 0ve et a l . ,  1972;  Van Besooi jen e t  al.,  19716; Van  Be- 
zooijen E Knook,  1 9 7 7 ) .  L i t t l e  in format ion  o n  t h e  u n d e r l y i n g  mecha- 
nisms b e h i n d  t h i s  age-related change  i n  a lbumin  syn thes i s  and on t h e  
i n f l uence  o f  age o n  a lbumin  el iminat ion was avai lable.  T h e  aim o f  t h e  
s tud ies  desc r i bed  in t h i s  thes is  was t o  g a i n  i n s i g h t  i n t o  t h e  i~nfl iuence 
o f  age o n  t h e  erimination o f  albuminl, i n t o  t h e  a lbumin  exc re t i on  p ro -  
cesses respons ib le  f a r  s u c h  p u t a t i v e  changes, and  i n t o  t h e  molecular  
bas is  o f  t h ~ e  age- re la ted changes i n  a lbumin  syn thes i s .  T o  t h i s  end ,  
these aspects we re  sys temat ica l ly  i nves t i ga~ ted  i n  female WAGSRij r a t s .  
VI I -1.  ALBUMIN EClMlNAT10N AND AGING 
A lbumin  el iminat ion ra tes  werc  determined i n  r a t s  o f  va r i ous  ages i n  
b o t h  o f  t w o  d i f f e r e n t  ways.  rn thle f i r s t ,  c learance s t w d ~ e s  were  p e r -  
formed a f t e r  in jec t ion  of a lbumin  isolated From 3-month-old r a t s  so t h a t  
a n y  age-related changes wou ld  b e  o n l y  due t o  changes in the  animals' 
phys io logy .  I n  t h e  second, c learance stuldies were  pe r fo rmed  u s i n g  a lbu-  
m in  isolated f rom r a t s  o f  t h e  same age as t h e  rec ip ien ts .  I n  t h i s  way,  
poss ib le  changes cou ld  be a t t r i b u t e d  t o  b o t h  changes In t h e  arrimals" 
phys io logy  a n d  age- re la ted changes i n  t h e  a lbumin  molecule. I t  was 
f o u n d  t h a t  a lb lum~n el iminat ion increased between 1 2  a n d  36 months o f  
age. Since t h e  increase i n  a lbumin  el irnlna~tion u p  t a  2 4  months o f  age 
was i ndependen t  o f  t h e  age o f  t h e  albumin-donor r a t ,  10 cou ld  b e  con- 
c l c ~ d e d  t h a t  t h i s  increase was d u e  t o  an age-related change in t h e  
phys io logy  o f  t h e  rec~ ip ien ts .  T h e  increase in a lbumin  el iminat ion 
betwee~n 2 4  a ~ n d  36  months  o f  age was on1y obse rved  a f t e r  i r i j cc t ion  o f  
age-matched a lbumin  a n d  c o u l d  t h e r e f o r e  be a t t r i b u t e d  t o  a changed 
a lbumin  molecule combined w i t h  a n  a l t e red  phys io logy  o f  t h e  r a t  sirace 
a lbumin  isolated f rom 36-month-old r a t s  was hand led  i n  3-month-old 
ones in t h e  same way as age-matched albumin.  Conconli tant w i t h  t h e  
increased a lbumin  e l im~na t i on  ra te ,  a n  increase in the  whole-body d l -  
bumin  pool was observed.  T h e  r e s u l t s  ob ta ined  i n  t h e  long l tud lna l  
s t u d y  ( C h a p t e r  VI1 showed t h a t  t he  clrvntributror) o f  a poss ib l y  a l t e red  
a lbumin  molecule t o  t h e  age- re la ted changes i n  a lbumin  e l i~n inat io r l  
occu rs  un e v e r y  I n d i v i d u a l  r a t  as werl; as t h e  rncrease in albumiai elirnl- 
na t fon  r a t e  a n d  whole-body a lbumin  pool. O n l y  one except ion  was ob- 
se rved ,  and t h i s  r a t  did n o t  show a n  increase in whole-body a lbumin  
pool  w i t h  age. 
T h e  ind ica t ions  t h a t  were  ob ta ined  w i t h  r e g a r d  t o  age-related 
changes in t h e  r a t s  physiology a n d  in t h e  a lbumin  molecule were  i n ~ d i -  
r e c t .  The re fo re ,  no  f i r m  statements can be made as t o  t h e  n a t u r e  o f  
these changes.  However,  l i t e r a t u r e  data  showed t h a t  a n  increased pe r -  
meation of t h e  vascuEature f o r  a lbumin  m i g h t  occu r  as a r e s u l t  o f  a 
number  o f  pathological  cond i t ions ,  s u c h  as d iabetes  in r a t s  (spon-  
taneous and  s t rep tosoc in- induced)  ( K i l z e r  e t  at., 1985). c i r r h o s i s  o f  
t h e  Eiver in humans (Henr i ksen  E S c h l ~ c h t i n g .  19811 a n d  p o r t a l  h y p s r -  
t ens ion  i n  humans I H e n r i $ s e n  e t  a l . ,  11981 ) . Fur the rmore ,  age-related 
changes have  been obse rved  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  mic rovascu lar  membra- 
nes i n  humans (Darmady  e t  al. .  1973; B ranca to  a n d  Pe l legr in i ,  1973). 
Endothe l ia l  cel l-membrane l i p i d  composi t ion has been r e p o r t e d  t o  a l t e r  
f o l l ow ing  exposu re  t o  increased concen t ra t i ons  o f  f r ee  f a t t y  acid,  wh i ch  
m i g h t  increase t h e  t r a n s f e r  o f  a lbumin  across the  endothe l ium [ H e n n i g  
e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  Whether t h i s  mechanism o c c u r s  w i t h  age is  unc lea r .  
L iepa e t  al. [1980)  r e p o r t e d  an age-related decrease i n  plasma f r e e  
f a t t y  acids,  wh i l e  Car l i le  E Cacko (1981] f o u n d  a n  increase in some r a t  
s t ra ins .  t h e  increase in appa ren t  volume o f  d i s t r i b u t i o n  o f  a lbumin  but 
n o t  i n  plasma volume o r  in plasma a lbumin  concen t ra t i on  w h i c h  was 
obse rved  in t h e  female WAGI'Rij r a t s  a t  be tween 12 a n d  24 months  o f  
age suggests  t h a t  t h e r e  is  an  increased amount o f  ex t ravascu la r  
a lbu rn~n ,  w l i rch  cou ld  be exp la ined  b y  a n  increased permeabi l l i t y  o f  the: 
vascu~l lature.  T h e  increase in appa ren t  volume o f  d i s t r i b u t i o n  between 
2 4  and  36 mon~tlhs o f  age was shown t u  be albumin-molecule spec i f i c .  O n  
t h e  other h a n d ,  in jec t ion  o f  a lbumin  ~ s o l a t e d  f rom 36-month-old r a t s  
i n t o  3-month-old ones d i d  n o t  revea l  a h i g h e r  volume o f  d i s t r i b u t i o n  
t h a n  w i t h  age-matched albumin,  P h i s  in~d ica tes  t h a ~ l  t h e r e  mlust be a 
basic phys io log ica l  change  [e .g  . vascu la r  pe rmeab i l i t y  p r i o r  t o  t h e  
mani fes ta t ion  of  t h e  ~arfllaen~ce o f  t h e  a lbumin  molecule o n  t h e  a p p a r e n t  
volume o f  d i s t r i b u t i o n .  
What has  been said about  t h e  n a t u r e  o f  t h e  phys io log ica l  changes is  
also t r u e  f o r  t h e  ~ n d i c a t e d  changes In t h e  a lbumin  molecule. O n l y  some 
speculat ions can  b e  made w i t h  r e g a r d  t o  t h e  n a t u r e  o f  these changes.  
With r e g a r d  t o  func t ionar  changes o f  t h e  a lbumin  molecule, l i t e r a t u r e  
da ta  d o  n o t  show a n  a l t e red  b~nding capac i t y  o f  a lbumin  f o ~ r  severa l  
r igands w i t h  age, e.g. f r e e  f a t t y  ac ids  i n  humans [ P i c k a r t ,  1983)  a n d  
f o r  some d r u g s  e .g .  t o rbu tam~de  in humans (Mi l le r  e t  a l . ,  1978; A d i r  
eX al., 1981 ) ,  lorazeparn i n  humans [ D i v o l l  E Greenb la t t ,  19823. pento-  
b a r b i t o n e  in mice [Jones E Pardon, 19801 a n d  n i t razepam in humans 
(Jockemsen e t  al., 1 9 8 3 ) .  T h e  occu r rence  o f  ~ t r u c t u r a l l ~ y  a l t e r e d  a lbu-  
min has  been desc r i bed ,  t h o u g h  n o t  as a f u n c t i o n  o f  age. Non-ensyma- 
t i c  g l ycosy la t i on  o f  serum a lbumin  has been obse rved  by a number  o f  
inwest iya~tors ,  espec ia l l y  in diabetes in  humans [ D a y  e t  a!. , 1979; 
Dollhofer E Wieland, 1979; G u t h r o w  e t  al., 19791. Fu r the rmore ,  po l y -  
mer ic  complexes o f  a lbumin  as wel l  as f ragments  o f  a lbumin  (MW= 
45,000, 28,0010 E 19,000) h a v e  been f o u n d  in n~ormal  human piFasma 
( K s h i r s a g a r  e t  aF., 19184). 
T h e  increase in a lbumin  el iminat ion w i t h  age was f o u n d  n e i t h e r  t o  
be  d u e  t o  an increased u r i n a r y  a lbumin  exc re t i on  n o s  t o  an increase i n  
gas t ro in tes t i na l  p r o t e i n  loss (Clhapter  I I1 1 .  Fluid-phase endocytos is ,  
measured w i t h  1251-polyvinylpyrro~idane ( C h a p t e r  I E I ) ,  howeve r ,  was 
shown t o  b e  increased a t  be tween 1 2  a n d  36 months  of  age. With t h l s  
t echn ique  p ~ r i m a r i l y  e lndocyt ic  u p t a k e  f rom t h e  plasma was measured.  
Thiis, t oge the r  w i t h  possib le arbumin-speci f ic  u p t a k e  processes,  c o u l d  
explain t h e  f a c t  t h a t  t h e  endocy t i c  u p t a k e  process  i nves t i ga ted  in this 
s t u d y  accounts f o r  on l y  40% o f  t h e  to ta l  a lbumin  e l im inat ion  i n  r a t s .  
A l t h o u g h  f l u i d -phase  endocytos is  IS  a non-spec i f i c  process,  t h e  a lbu-  
min-molecule dependency o f  t h e  increased a lbumin  el iminat ion between 
2 4  a n d  36 monthis o f  age is n o t  necessar i l y  c o n t r a d i c t o r y .  I f  olne sup- 
poses tlhat t h e  change  in t h e  a lbumin  molecule between 24 and 3 6  
months  o f  age leads t o  a n  i~acreased permeat ion o f  t h e  vascu la tu re  f o r  
a lbumin ,  e x t r a v a s c u l a r  allburnin concent ra t ions  wou ld  be  increased.  T h i s  
increase wou ld  h a v e  a d i r e c t  i n f l uence  oln a lbumin  u p t a k e  v i a  ex t ravas -  
collar endacy t i c  processes whose ra tes  a r e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
ex t ravascu la r  a tbumin  concen t ra t i on .  In o t h e r  words ,  a lbumin  el imina- 
t i a n  coluId b e  increased w i t h  age by a combinat ion al' t w o  processes.  
F i r s t l y ,  an  ilncrease in f lu id -phase endocy t i c  u p t a k e  f rom t h e  b lood a n d  
second ly ,  a n  increased ex t ravascu la r  endocy t i c  u p t a k e  wh ich  is p a r t l y  
( i f  n o t  completely)  d u e  t o  an increased ex t ravascu l la r  alburni~n conccen- 
t r a t i o n  . 
V I  1-2. ALBUMIN SYNTHESIS AND AGIING 
A n o t h e r  ob jec t i ve  o f  t h e  s t u d y  was t o  i nves t i ga te  t h e  molecular  
bas is  o f  t h e  age- re la ted increase i n  a lbumin  synthes is ,  spec i f i ca l ly ,  
whe the r  t h i s  change  was caused b y  a change  in t h ~ e  leve l  o f  messenger 
RNA f o r  a lbumin  a n d / o r  b y  a change in t h e  t rans la t iona l  capac i t y  o f  
t h i s  messenger RNA. To ta l  pos t -nuc lear  RNA a n d  polyr ibosomes, b o t h  
membrane-bound a n d  f ree ,  were  p r e p a r e d  f rom l i v e r  homogenates f ro~m 
female WAGIRi j  r a t s  of va r i ous  ages. P ~ ~ ~ ( A J + - R N A  was isolated f rom 
to ta l  pos t -nuc lear  RNA u s i n g  ol lgoEdT31-cellulose ch romatog raphy .  RNA 
was also e x t r a c t e d  f rom t h e  polyr ibosomes. 
A lbumin  mRNA leve ls  we re  determined in each RNA f r a c t i o n  b y  
molecular  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  a s ing le  s t r a n d e d  cDNA p r o b e  spec i f i c  f a r  
a lbumin  mRNA [ C h a p t e r  I V ] .  These s tud ies  showed a n  increase i n  t h e  
r e l a t i v e  amount o f  a lbumin  mRNA i n  t o ta l  post-nuclear RNA a n d  in mem- 
b rane -bound  polyr ibosornes a t  between 1 2  a n d  2 4  months  o f  age.  Since 
b o t h  l i v e r  we igh t  and  to ta l  RNA con ten t  p e r  g r a m  o f  l i v e r  did n o t  
change  between these two age-groups,  a n  increase i n  t h e  abso lu te  
amount o f  a lbumin  mRNA exp ressed  p e r  whole l i v e r  c o u l d  be obse rved  
a t  be tween 1 2  a n d  2 4  montlhs o f  age. A t  between 2 4  a n d  3 6  lnonths o f  
age n o  change c o u l d  b e  seen i n  e i t h e r  t h e  r e l a t i v e  amount oC a lbumin  
mRNA o r  i n  t h e  to ta l  RNA con ten t  p e r  g ram o f  l i v e r .  However ,  s ince a 
s i g n i f ~ c a n t  increase in l i v e r  we igh t  was obse rved  t o  occu r  between 
these t o  age-groups,  t h e  abso lu te  amount  o f  a lbumin  mRNA exp ressed  
p e r  who le  l i v e r  arsa increased.  T h e  r e s u l t s  ob ta ined  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  
increase i n  t h e  re la t i ve  amount of a lbumin  mRMA between 12  a n d  2 4  
months  o f  age have been repeated u s i n g  t h e  techn ique  o f  do t -b lo t  h y b r i -  
d i za t i on  ( C h a p t e r  V ] .  I n  t h i s  expe r imen t  t h e  same two- fo ld  increase 
was seen. 
In o r d e r  t o  s t u d y  t h e  t ransra t iona l  capac i t y  o f  t h e  alblumin rnRWA, 
l i v e r  polyr ibosomes [ b o t h  f ree  a n d  membrane-bound) we re  isolated f rom 
r a t s  o f  t h e  d i f f e r e n t  age-groups.  Most p r e v i o u s  s tud ies  h a v e  u s e d  iso- 
p y c f l i c  c e n t r i f u g a t i o n  t o  separate membrane-bound pollyr ibosomes f rom 
f r e e  po ly r ibosomss o f  post-mitochonldrial supe rna tan t  I Cook & Buetow, 
1901)  o r  t o  isolate t o ta l  polyr ibosornes (Layman e t  a l . ,  1926;; Moudg i l  e t  
al. , 1979; Shmookler Reis, 1981 1. However ,  post-mitochondr ia1 supe r -  
n a t a n t  conta ins  abou t  310% o f  t h e  dotal membrane-bound a n d  90% o f  t h e  
f ree  po ly r ibosames,  a n d  can  t h e r e f o r e  n o t  b e  u s e d  f o r  a q u a n t i t a t i v e  
assessment o f  t h e  membrane-bound polyr ibosomes (B lobe l  E Pot te r ,  
1967). Fu r the rmore ,  u s i n g  t h i s  techn ique f r e e  polyr lbosomes can  con- 
t r i b u t e  up t o  30% o f  t h e  membrane-bound f r a c t i o n  [B lobe l  & Po t te r ,  
1967; Lowe e t  a l . ,  197011. These  problem~s can  b e  el iminated,  by u s i n g  
t h e  p r o c e d u r e  o f  Rarnsey G Steele (1976),  as i n  t h i s  s t u d y .  T h e  r e -  
s u l t s  show t h a t  ne i t he r  t h e  con ten t  o f  f r e e  n o r  o f  membrane-bound po- 
ly r ibosomes p e r  g r a m  of l i v e r  changes w i t h  age. T h e  s i r e  d i s t r i b u t i o n  
o f  these polyr ibosomes also does n o t  u n d e r g o  a change w i t h  age. - I n
v i t r o  t rans la t iona l  s tud ies  u s i n g  these po ly r ibosomes d i d  n o t  revea l  any 
-
age- related change i n  t h e i r  p r o t e i n  s y n t h e t i c  a c t i v i t y .  T h i s  r e s u l t  i s  i n  
c o n t r a s t  w i t h  r e s u l t s  ob ta ined  b y  Claes-Reckinger e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  a ~ n d  
t h i s  d i s p a r i t y  m i g h ~ t  b e  d u e  t o  t h e  fac t  t h a t  i n  t h e i r  s t u d y ,  p o l y r i -  
bosomes iso la ted f rom por t - rn i tochondr ia l  supe rna tan t  were  used.  
The  t rans la t i ona l  a c t i v i t y  o f  a lbumin  mRNA was assessed b y  immuno- 
p rec ip i t a t i on  o f  a lbumin- l i ke  mater ia l  i n  t h e  ce l l - f ree  t rans la t i on  
p r o d u c t s .  ilt c o u l d  be  seen t h a t  a lbumin  syn thes i s  in t h i s  sys tem was 
n o t  increased i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  incredse i n  a lbumin  mRNA between 
12  a n d  24 months  of age (50% v e r s u s  100%)).  T h i s  sugges ts  t h a t  some, 
i f  n o t  a l l ,  a lbumi~n rnRNAs p resen t  i n  t h e  l i v e r  o f  o lde r  r a t s  were  
b io log ica l ly  less ac t i ve  t h a n  those f o u n d  i n  y o u n g e r  animals. From t h i s  
s t u d y ,  t he re fo re ,  i t  caln be  conc luded t h a t  t h e  age-related increase in 
a lbumin  syn thes i s  in r a t s  is  con t ro l l ed  by a two- fo ld  increase i n  t h e  
amount  o f  a lbumin  mKNA a n d  w i t h  a 256, decrease i n  t h e  t rans la t iona l  
a c t i v i t y  o f  t h i s  mRNA. 
Vll-3. CORRELATION BETWEEN ALBUMIN ELlMl l i lATlOlN AND SYNTI-IE- 
S1S WITH AGE 
It is  o f  i n t e r e s t  t o  know if t h e  resu l t s  on a lbumin  e l im inat ion  can b e  
c o r r e l a t e d  w i t h  t h ~ e  f i n d i n g s  o n  a lbumin  mRNA con ten t  a n d  i t s  t r ans la -  
t i ona l  a c t i v i t y .  Et cou ld  b e  a r g u e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  a lbumin  syn thes i s  i s  
d i r e c t l y  co r re ia ted  w ~ t h  t h e  amount of a lbumin  mRNA a n d  w i t h  t h e  
t rans la t i ona l  a c t i v i t y  o f  th i s  rnRNA. 
T h e  da ta  o n  t h e  a lbumin  syn thes i s ing  a c t i v i t y  of membrane-bound 
pa ly r ibosomes [ T a b l e  IV-ZB) showed t h a t  in 24- a n d  36-manth-oEd r a t s  
t h i s  a c t i v i t y  was 5 0 W i g h e r  compared w i t h  wha t  is seen in 3- a n d  12-  
month-o ld  r a t s ,  a l t hough  t h e  a lbumin  rnRNA con ten t  was 100% h i g h e r .  
T h i s  ind ica tes  t h a t  t h e  t rans la t i ona l  a c t i v i t y  o f  t1he a lbumin  mRNA in 
t h e  t w o  o lde r  age-groups was o n l y  758 o f  t h a t  in t h e  y o u n g e r  animals, 
" A l b u m ~ n  syn thes i su  c o u l d  be est imated by m ~ u l t i p l y i n g  t h e  to ta l  amount 
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F i g .  V I  1-1. Age-related changes i n  a1 bumin el iminat l ion  and '%album4 n synthesis"  i n  female 
WAG/Wi j r a t s .  Albumin e l  im~ina ' t ion  and "a1 bumin synthesis"  a r e  expressed i n  
a r h i r r n r w  lun i ts .  r e l a t t w e  t o  t h e i r  v a l u e  i n  3 -month-o ld  r a t s .  
o f  a lbumin  mRNA i n  membrane-bound po~y r i bosomes  p e r  whole l i v e r  
w i t h  t h e  t r a n s l a t a b i l i t y  o f  t h i s  mRNA (100% i n  3- a n d  12-month-old r a t s  
a n d  75% in 24- a n d  36-month-old ones) .  Fig,  VI I -1 dep i c t s  t h e  age-re- 
l a ted  changes in b o t h  a lbumin  el iminat ian a n d  "a lbumin  synthes is" .  
B o t h  fac tors  a r e  exp ressed  re la t i ve  t o  t h e i r  r espec t i ve  revels in 3- 
month-o ld  r a t s .  It can b e  seen t h a t  t h e  increase in a lbumin  syn thes i s  
w i t h  age is  d i r e c t l y  co r re la ted  w i t h  thle increase in a lbumin  el iminat ion 
in these r a t s  ( F i g .  V l l -1) .  However ,  t h e  data  p resen ted  in Chap te r  V I  
show t h a t  in six i n d i v i d u a l  36-month-old r a t s ,  t h e r e  i s  n o  c lear  c u t  
car l re lat lon between t h e  r a t e  o f  a lbumin  elitininlation and  t h e  leve l  o f  
a lbumin  mRNA ( F i g .  Y I -11) .  T h i s  ind ica tes  t h a t  t h e  re la t i onsh ip  is n o t  
so s imple a n d  a n  aPlowance m u s t  b e  made f o r  t h e  t rans la t i ona l  a c t i v i t y  
o f  t h i s  mRNA in i n d i v i d u a l  animals i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a re l i ab le  co r -  
re la t ion .  
V l l - 4 .  THE MOLECULAR B A S I S  OF T H E  INCREASED ACBUMlW mRNA 
CONTENT WITH ACE 
T h e  obse rved  increase i n  arburnin mRWA con ten t  w i t h  age may be  
due  t o  t w o  processes:  1 )  changes in a lbumin  mRNA syn thes i s  a n d  2 )  
changes i n  alburnin mRNA t u r n o v e r .  I n  o r d e r  to asce r ta in  w h i c h  o f  
these two  processes is t h e  one respons ib le ,  s tud ies  were  pe r fo rmed  
p r i ~ m a r i l y  on  t h e  a lbumin  mRNA syn thes i s  ra te .  T h e  t r a n s c r i p t i o n  r a t e  
o f  t h e  r a t  a lbumin  gene was s tud ied  i n  an  in v i t r o  sys tem u s i n g  iso- 
-- 
la ted  r a t  l i v e r  n u c l e ~  ( C h a p t e r  V ) .  I n  c o n t r a s t  t o  most o t h e r  stcrdies, 
n o  change  w i t h  age was o b s e r v e d  in to ta l  RNA s y n t h e t i c  a c t i v i t y .  T h e  
r a t e  o f  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  a lbumin  gene  was assessed b y  h y b r i d i z a t i o n  
o f  t h e  new ly  syn thes i sed  RNA molecules t o  f i l t e r - b o u n d  a lbumin  cQNA.  
No age-related chdnges c o u l d  b e  seen i n  t h e  t ransc r i p t i ona l  r a t e  o f  t h e  
a lbumin  gene. Fu r t t~e r rno re .  t h e  amount o f  alburnin spec i f i c  RNA seqwen- 
ces in r a t  l i v e r  nuc le i  allso showed no age- re la ted changes.  These re -  
s u l t s  i nd i ca te  t h a t  t h e  o b s e r v e d  age-related increase i n  a lbumin  IIIRNA 
c o n t e n t  i s  n o t  con t ro l l ed  by t r a n s c r i p t i o n a l  processes,  b u t  i s  mast  p r o -  
b a b l y  d u e  t o  a decrease i n  t h e  t u r n o v e r  o f  t h i s  mRNA. 
O n e  qua l i t a t i ve  aspect  o f  t h e  arbumin mRNA w h i c h  showed a n  age- 
r e l a t e d  change was t h e  l e n g t h  o f  t h e  po l y (A3 - ta i l .  T h e  r e s u l t s  p resen -  
t e d  in Chap te r  I V  showed t h a t  i n  t h e  l i v e r  o f  r a t s  o f  24 months  o f  age 
a n d  o lder ,  more a lbumin  mRNA was p r e s e n t  i n  t h e  p o l y ( A ) - - f r a c t i o n  
-t 
t h a n  i n  t h e  p o l y I A )  - f rac t ion ,  a n d  t h i s  was n o t  obse rved  in y o u n g e r  
animals. I n  o r d e r  t o  examine whe the r  s h o r t e n i n g  o f  t h e  p o l y ( A ) - t a i l s  
was a n  ove ra l l  phenomenon o r  j u s t  speci f ic  f o r  t h e  a lbumin  mRMA, s t u -  
d ies were  per formed o n  t h e  e f fec t  o f  age o n  t h e  po l y  [&)- ' tai l  l e n g t h  o f  
t o ta l  r a t  l i v e r  mRNA.  'It was f o u n d  t h a t  t h e  l e n g t h  o f  t h e  po l y i [A ) - t a i l s  
in t h e  peak f r a c t i o n  d i d  n o t  change w i t h  age ( +  130 A - res idues ) .  How- 
eve r ,  a s i g n i f i c a n t  change  i n  t h e  r e l a t i v e  l e n g t h  d i s t r i b u t i o n  was ob-  
se rved .  T h e  r e l a t i v e  amount o f  po ly (AE- ta i l s  l onge r  t h a n  161 A-resi-  
d u e s  decreased between 12  a n d  2 4  mon ths  o f  age, whereas an increase 
i n  t h e  r e l a t i v e  amount o f  po ly (A) l - ta i l s  s h o r t e r  t h a n  1 1 5  A- res idues was 
obse rved .  T h e  phys io log ica l  s ign i f i cance o f  t h e  age-related decrease i ~ n  
t h e  p o l y ( A ] - t a i l  l eng th ,  espec ia l l y  o f  a lbumin  mRNA, remains unc lear .  
T h e  f u n c t i o n  o f  t h e  po l y lAE- ta i l s  has been t h e  top ic  o f  many d iscus-  
s ions  (M i i l l e r  e t  a l . ,  19853. One hypo thes i s  i s  t h a t  t h e  po l ly [A) - ta i l  i s  
r e q u i r e d  f o r  t r ans la t i on  o f  mRNA.  T h e  r e s u l t s  desc r i bed  in Chap te r  I V  
o f  t h i s  thes is  show t h a t  t h e  s h o r t e n i n g  o f  t h e  p o l y [ A ) - t a i l  o f  a lbumin  
mRNA w i t h  age co inc ides  w i t h  a d im in i shed  t rans la t iona l  a c t i v i t y  o f  t h i s  
mRNA I n  polyr ibosornes.  Clowever, deadeny la ted r a b b i t  g l o h i r ~  mRNA 
(So req  a t  a!. , 13791 ,  mouse L ce l ls  mRNA ( B a r d  ek a ] .  , 1974) a n d  to ta l  
mRNA f rom qua i l  o v i d u c t  (M l i l l e r  e t  a l . ,  19761  w e r e  compared w i t h  t h e  
o r i g i n a l  mRNA w i t h  r e g a r d  l o  t h e i r  r espec t i ve  t rans la t i on~a l  ac t i v i t i es ,  
a n d  n o  change was Fauna' in t h e  i n i t i a l  r a tes  o f  t r ans la t i on .  A second 
hypo thes i s  is  t h a t  poly i [A)- ta iFs have  a s tab i l i z i ng  ro le .  T h i s  seems t a  
b e  In c o n t r a s t  w i t h  t h e  c o n c l u s ~ o n  abolil~t t h e  increased s t a b i l i t y  o f  t h e  
a lbumin  mRNA wit lh age.  However ,  l i t e r a t u r e  da ta  have shown n o  p r o p o r -  
t i ona l i t y  between s t a b i l i t y  a n d  p o l y ( A ) - t a l l  l e n g t h  (Nude l  e t  all., 1976; 
Huez e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  O n  t h e  o t h e r  hand .  below a l e n g t h  o f  10-20 A-resa- 
dues,  s t a b i l i t y  o f  mRNA was n o  l onge r  ensured.  T h e  decrease i n  pa- 
l y [ A ) - t a l l  l e n g t h  o f  t h e  a l b u m ~ n  mRNA w i t h  age cou ld  be  a secondary  
f ea tu re  caused by t h e  increased s tab i l i t y .  P o l y ( A ) - t a i l s  in t h e  cyeo- 
plasm a r e  con t i nua i l y  sub jec ted  t o  t h e  ac t i on  a f  nucleases w h i c h  r e s u l t s  
in a sho r ten ing  of t h e  ta i l  o v e r  t ime. There fore ,  t h e  obse rved  shor te-  
n l n g  o f  t h e  p a l y ( A ] - t a i l  o f  a lbumin mRNA cou ld  be  d u e  t o  i t s  p ro lon-  
ged  presence in t h e  cytopiasrn.  The p rec i se  n a t u r e  o f  the f a c t o r s  i nvo l -  
ved in t h ~ e  increased a lbumin  mRWA s t a b i l i t y  remains t o  b e  e s t a b l ~ s h e d .  
T h e  r e s u l t s  p resen ted  in t h i s  s t u d y  demonstrate t h a t  t h i s  r a t  s t r a i n  
sus ta ins  a number  o f  age-related changes ( b o t h  a t  t he  molecular  level  
a n d  t h e  crrgan l eve l l  t h a t  i n f l uence  t h e  metabolism o f  r a t  se rum a lbu-  
min .  Desp i te  these changes (wh ich  a f fec t  b o t h  a lbumin  s y n t h e s ~ s  ra tes  
a n d  a lbumin  el iminat ion ra tes ) ,  t h e  ag ing  female WAGSRij r a t  i s  s t i l l  
capable o f  ma in ta in ing  a n  unchanged  plasma a lbumin  level  a n d  posses- 
ses s u f f i c i e n t  f l e x i b i l i t y ,  as f a r  as a lbumin  is  concerned,  t o  main ta in  
homeostasis w i t h  age. 
Algemene discussie! en samenvatting 
V e r o u d e r i n g  is een complex fenomeen, waarvan  d e  a a r d  e n  de oor- 
s p r o n g  t o t  o p  heden onbekend z i jn .  Zoals reeds in Hoo fds tuk  I i s  
besch~rever i ,  i s  e r  een g r o t e  ve rsche idenhe id  aan theor ieen voo rges te ld  
om h e t  ve roude r ingsp roces  t e  v e r k l a r e n  e n  een aantal  v a n  deze theo- 
r i e e n  b e s c h r i j v e n  d e  r o l  v a n  e iw i t t en ,  eln v a n  huln syn these  e n  el imina- 
t ie ,  in dit proces.  Met b e t r e k k i n g  t o t  eiwitmetabolisme e n  verouderû~ng 
z i j n  e r  reeds vee[  s t ~ i d i e s  u i t g e v o e r d  (R i cha rdson ,  19811 ; R ~ c l i a r d s o n  E 
B i r chena l l -Spa rks ,  1983; Mdkiides, 1 9 8 3 3 .  De meeste v a n  deze s tud ies  
hebber? Z I C ~  ech te r  voora l  g e r i c h t  o p  eiwitmetabolisme in h e t  algemeen 
e n  op v e r a n d e r i n g e n  i n  d i e  fac toren,  d i e  een i nv laed  o p  dit rnetabo- 
l isme k u n n e n  ui toefenen. Vermoedelii j k zdl h e t  metabol isme v a n  indiv i l -  
due le  e iw i t t en  ech te r  n i e t  o p  een un i f o rme  wi jze  g e r e g u l e e r d  worden  
met  v e r o u d e r i n g .  Daarom k a n  h e t  waardevo l  z i j n  om de inv loed  v a n  
v e r o u d e r i n g  op h e t  metabolisme v a n  een spec i f iek  e i w i t  t e  bes tude ren .  
I n  deze sititdie is  e r  gekozen voo r  h e l  serumalbumine v a n  de ra t ,  
omdat e r  in d e  l i t e r a t u u r  besch reven  i s ,  d a t  d e  syn these  v a n  dit e iw i t  
o n d e r  een l ee f t i j dsa fkanke l i j ke  con t ro le  s taa t  Beauchene e t  al.  , 1970; 
Salatka e h a l . ,  1971 ; O v e  eX al .  , 1972; Van  Bezooi jen e t  al. ,  1976; Van  
Bezooijen G Knook,  19771. V e r d e r  is  e r  s lechts  we in ig  i n fo rma t i e  be- 
schi icbaa~r ove r  d e  onde r l i ggende  mechanismes v a n  deze lee f t i jdsa fhanke-  
l ijke v e r a n d e r i n g e n  i n  d e  a lbuminesynthese en  ook o v e r  d e  i nv loed  wan 
weroude r ing  op d e  albumineelirninatïe. H e t  doe l  v a n  deze s tud ie  is om 
i~nzhcht  t e  v e r k r i j g e n  in d e  i nv loed  v a n  v e r o u d e r i n g  0 p  de  el iminat ie 
v a n  albumine,  in d e  a lbumine excre t ieprocessen,  d i e  ve ran twoorde l i j k  
z i j n  v o o r  anogelijlke v e r a n d e r i n g e n  i n  d e  a!bumineel iminat ie.  e n  in d e  
moleculai re basis wan d e  leef t i jdsal fhankel i jke v e r a n ~ d e r i n g e n  i n  d e  
albcirnînesynthese. H ier toe  z i j n  a l  deze aspecten systemat isch onde r -  
zocht  i n  v r o u w e l i j k  WAG/RI j  r a t t e n .  
VIOI-1. ALIBUMAWEELIMINAIIE EN VEROUDERING 
Albumineelliminatiesnelheden werden  bepaald i n  r a t t e n  v a n  ve rsch i l -  
lende lee f t i jden.  Deze bepa l ingen werden o p  twee ve rsch i l l ende  ma- 
n i e r e n  u i t gevoe rd .  In de  ee rs te  p laats we rden  k la r i ngss tud ies  u i t ge -  
v o e r d  na in jec t ie  wan albumine,  d a t  ge ïso leerd  w e r d  u i t  J maanden 
oude r a t t e n .  De o p  deze wi jze  gevonden  lee f t i j c isa fhanke l i j ke  ve ran -  
d e r i n g e n  z i j n  dan  vo l l ed ig  ve roo rzaak t  doo r  v e r a n d e r i n g e n  in de  fy- 
sio logie v a n  d e  d ie ren .  I n  d e  tweede p laa ts  we rden  in deze l fde  r a t t e n  
ge l i j k soo r t i ge  k la r i ngss tud ies  u i t g e v o e r d  na i n jec t i e  v a n  albumine,  d a t  
geïsoleerd w e r d  uit r a t t e n  wan deze l fde  l ee f t i j d  als d e  rec ip iën ten.  
Mogel i jke v e r a n d e r i n g e n  Fn d e  el iminat iesnelheid v a n  albumine,  d ie  n u  
gevonden  worden,  k u n n e n  beha lve  aan d e  v e r a n d e r d e  fys io log ie  v a n  d e  
d i e r e n  ook aan eventue le  v e r a n d e r i n g e n  in h e t  a lbumine- rnolecmtrl 
l oegssch reven  wonden. De resu l t a ten  toonden aan, d a t  de  el iminat ie-  
sne lhe id  v a n  a lbumine toenam tussen  de  l ee f t i j den  1 2  e n  36 maanden. 
Aangez ien d e  toename tussen  1 2  e n  24  maanden o~na fhanke l i j k  was v a n  
d e  lee f t i jd  v a n  de a lbumine-donor ra t ,  k o n  e r  geconc ludee rd  worden  d a t  
deze toename F-iet g e v o l g  wac v a n  een v e r a n d e r d e  fys io log ie  v a n  de  r a t  
met  h e t  o u d e r  wordlen. De toename i n  d e  arbumineelirninatiesnel he id  
l u s s e n  24  e n  36 maanden b leek  al leen o p  t e  t r e d e n  na in jec t ie  v a n  
a lbumine,  d a t  ge ïso leerd  w e r d  uit r a t t e n  v a n  deze l fde  l e e f t i j d  a ls  d e  
rec ig ien ten .  Deze toename was daarom h e t  g e v o l g  v a n  een v e r a n d e r i n g  
in, h e t  a lbuminemolecuul .  Dat  naast  deze r e d e n  ook d e  v e r a n d e r d e  fys io -  
Eogie n o g  een b e l a n g r i j k e  r o l  speelde, b leek  uit h e t  f e i t ,  d a t  3; maanden 
oude  r a t t e n  geen onde rsche id  konden  maken tussen  h u n  e igen a lbumine 
e n  h e t  a lbumine,  d a t  u i t  36 maanden oude r a t t e n  geisoi laerd werd .  
Naast  d e  toename in de e!irninatiesnellaeid v a n  h e t  a lbumine w e r d  e r  ook  
een toename gevonden  in d e  whole-body a lbumine pool (=  d e  to ta le  hoe- 
vee lhe id  a lbumine in h e t  l ichaam).  De resu l t a ten  v e r k r e g e n  uit d e  
longi tudinai le s tud ie  [Hoo fds tuk  VI )  toonden aan d a t  d e  b i j d r a g e  v a n  
een m~oge l i j k  v e r a n d e r d  albuminemolecuul aan d e  v e r a n d e r d e  alb~urnineeli- 
m ina t i e  i n  e l ke  in~div ideie le r a t  op t rad ,  he tgeen ook g o l d  voo r  toename 
in d e  alburnineeliminatiesnelheid en i n  de  whole-body a lbumine poo l .  E r  
was s lech ts  één u i t zonde r ing ,  waa rb i j  geen toename in de whole-body 
a lbumine pool  met v e r o u d e r i n g  gewonden werd .  
De  aanwi jz ingen. d i e  v e r k r e g e n  werden  met b e t r e k k i n g  t o t  d e  leef-  
t i j c isa fhanke l i j ke  v e r a i i d e r i n g e n  in d e  fys io log ie  valn d e  r a t t e n .  wa ren  
i n d i r e c t .  Als gevo lg  h i e r v a n  k u n n e n  geen h a r d e  u i t s p r a k e n  gedaan wor -  
d e n  oven d e  a a r d  v a n  deze ve rande r ingen .  Ech te r ,  l i t e ra tuu rgegevens  
w i jzen e r  o p  d a t  een toegenomen door laa tbaarhe id  v a n  d e  vascu la tuwr  
voo r  a lbumine o p  k a n  t r e d e n  onde r  ve rsch i l l ende  patho log ische cond i -  
t ies, zoals d iabetes i n  r a t t e n  (spontaan e n  s t rep toz ine  ge ïnducee rd )  
( K i l z e r  e t  a l . ,  1985) ,  l e v e r c i r r h o s e  i n  d e  mlens ( H e n r i k s e n  E Schl ich-  
ting, 1 9 8 1 )  en por ta le  h y p e r t e n s i e  i n  de mens ( I l e n r i k s e n  e t  a l . ,  
4 9 8 1 ) .  V e r d e r  z i j n  en lee f t i jdsa fhanke l i j ke  v e r a n d e r i n g e n  gevonden  i n  
de s t r u c t u w r  wan d e  microvascu la i re  membranen i n  d e  mens [Da rmady  
e t  a l . ,  1973; B ranca to  G Pel legr in i ,  1 9 7 5 ) .  De ve tcamenste l l ing  v a n  h e t  
endothe l ia le  celmembraan b l i j k t  t e  v e r a n d e r e n  na b loo tc te l l i ng  aan 
toegenlomen concent ra t ies  v r i j e  v e t z u r e n ,  he tgeen h e t l l r a n s p o s t  v a n  
a lbumine door  h e t  e~ndotheel  zou ve rgemakke l i j ken  [Menn ig  eO al . ,  
19843. O f  dit proces ook o p t r e e d t  met v e r o u d e r i n g  is ondu ide l i j k .  Liepa 
e t  a l .  ( 1  980)  besch reven  een l eed t~ jdsa fhanke l i j ke  af~narne i n  d e  con- 
c e n t r a t i e  v r ~ j e  v e t z i i r e n  in piasma in r a t t e n ,  t e r w i j l  Car l i le  & Lacko 
(1951)  een toename vonden ,  d i e  echter  s tam-afhanke l i j k  was.  De  kne- 
name in h e t  werdieilingsvolwrne v a n  albluminc, en  n i e t  i n  h e t  piasmavo- 
Iume noch  in d e  p lacrnaa l isuminecon~ent ra t ie~ d i e  o p t r e e d t  i n  v rouwe l i j ke  
WAGIRi j  r a t t e n  l u s s e n  1 2  e n  2 4  maanden, s u g g e r e e r t  d a t  e r  een toege- 
nomen hoeveelheid ex t ravascu la i r  a lbumine aanwezig is, hetgeen v e r -  
k l a a r d  k a n  worden  door een toegenomen permeabi l i te i t  v a n  d e  vascu la-  
tuur. De toename i n  Flietvverdelingsvolwrnc voo r  a lbumine tussen 24 en  
36 maanden is  a fhanke l i j k  v a n  h e t  a lbuminernolecuu~. Daarentegen w o r d t  
e r  na  in jec t ie  v a n  albumine,  ge iso leerd  u i t  36 maanden oude ra t t en ,  i n  
3 maanden oude d i e r e n  geen hoger  verde l ingsvo lurne gevonden dan  na 
in jec t ie  v a n  a lbumin~e u i t  3 maanden oude  ra t t en .  D i t  t oon t  aan d a t  e r  
een basale fys io log ische v e r a n d e r i n g  moet r i j n  opge t reden  ( b i j v .  vascu-  
l a i r e  pe rmea~b i l i t e i t j  voo rda t  d e  i nv loed  v a n  h e t  a lbumine molecuul op 
h e t  verdel ingsvoFumc mani fest  k a n  worden,.  
Hetgeen e r  i s  gezegd Caver d e  a a r d  var1 d e  fys io log ische vera i ide-  
r i n g e n  met v e r o u d e r i n g  gaa t  ook op v o o r  d e  lee f t r jdsafhanke l i j ke  v e r -  
ande r ingen  i n  h e t  al lburninemolecuul. E r  k a n  srechts gespecu leerd  wor -  
den  o v e r  de  a a r d  v a n  deze ve rande r ingen .  kVat b e t r e f t  func t ione le  v e r -  
ande r in~gen  v a n  hlet  aIbuminernolecuul w i jzen de l i t e ra tuu rgegevens  n i e t  
o p  een v e r a n d e r d e  b ind ingscapac i t e i t  wan h e t  a lbumine met veroluder i r ig 
v o o r  endoge~ne I iganden,  zoals v r i j e  v e t z u r e n  i n  d e  mens ( P i c k a r t ,  
19833 e n  voo r  versch i l le r i~de geneesmiddelen,  zoals to lbutarnide i n  d e  
mens (Millelr e t  a l . ,  1978; A d i r  e t  a l . ,  1 9 E 1  1 ,  lorasepam in d e  mens 
( D i ~ i 3 l l  E Greerublatt,  1 9 8 2 1 ,  pen toba rb i t a l  i n  de  muis CJones E Pardo~n,  
19801 en n i t rasepam irn de mens (Jochernisen e t  a l . .  1983) .  S t rwc tu ree l  
v e r a n d e r d  a lbumine is  besch reven  i n  de I l f e r a t u u r ,  edoch n i e t  met v e r -  
owolerlilng, Niet-enzymat ische g l ycosy  l e r i n g  v a n  cerurna lbrimine is  doo r  
een aanYa1 onderzoekers  gevor iden,  en  voora l  in diabetes in d e  mens 
(Day e t  a l . ,  1979;  Do lhofer  6 Wieland, 1979; G u t h r o w  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  
V e r d e r  werden e r  i n  normaal humdan plasma po lymere complexen wan 
a lbumine gevondeir  en ook a l b u m i n e f r a g m e n t e  ( M W =  45.000, 28.000 G 
19 .000  D )  [ K s h i r s a g a r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  
De gevonden  toename i n  de albumineelüm~irist ie met v e r o u d e r i n g  k o n  
i i l e t  wa rden  toegeschreven aan een toegenomen a lbwlm ineexcre t ie  i  n d e  
u r i n e  nocl l i  aar3 een toegenomen e i w i t v e r l ~ e s  v i a  h e t  maagdarmkanaal  
( H o o f d s t u k  I l l j .  Vloeistodpinocytose, gemeten met ' l 5  1-polyviny lpy  r- 
ra l i do i i e  [Hoofds tuk  I I IE  nam toe tussen  de lee f t i jden 1 2  en 3 6  maan- 
den .  Met deze techn iek  w o r d t  voora l  endocytose v a n u i t  h e t  plasma ge- 
meteln. D i t  gegeven & n  d e  aanname d a t  e r  a lbuminespec l f ieke opname- 
p rocessen  bestaan,  k u n n e n  v e r k l a r e n  d a t  v loe i fs to fp inocy tace,  gemeten 
in deze s tud ie ,  s lechts  40% v a n  d e  tota le a!bumineel iminat ie voos z i j n  
r e k e n i n g  neemt. Hoewel v loe is to fp inocy tose een n ie t -spec i f iek  opnarne- 
proces is ,  hoef t  d e  albuminemolecuulafhankeIi jkheid v a i i  d e  toename i n  
d e  albumineel iminat ie t ussen  24 en 36  maanden n i e t  noodzake l i j kerw i js  
h ie raan  tegens t r i j d i g  t e  z i jn .  AIS men v e r o n d e r s t e l t  d a t  d e  v e r a n d e r i n g  
in h e t  albuminernoiecueil bussen 24 e n  36 maanden aan le id ing  g e e f t  t o t  
een toegenomen vascu la i re  ,permeabi l i te i t  voo r  dit v e r a n d e r d e  albumine,  
d a n  h e e f t  d a t  t o t  gevo lg  d a t  d e  ex t ravascu la i re  a lbumineconcent ra t ies  
zu l l en  toenemen. Deze toename h e e f t  d a n  weer een d i r e c t e  i nv loed  o p  
d e  albumineopname v i a  ex t ravascu la i re  endocyto t ische processen, waar- 
v a n  d e  sne lhe id  r e c h t e v e n r e d i g  is  met d e  ex t ravascu la i re  a lbumine- 
concent ra t ie .  Met ande re  woorden,  d e  el iminat iesnelheid valn a lbumine 
zou met  v e r o u d e r i n g  k u n n e n  toenernen a ls  een gevo lg  v a n  twee proces- 
sen. I n  d e  eers te  p laa ts  een toename i n  d e  v loeistodpinocytot ische 
opname uit h e t  b laed e n  i n  d e  tweede p laa ts  een toename in d e  e x t r a -  
vasclulaire endocyto t ische opname d i e  o p  z i j n  m ins t  h e t  gevo lg  is wan 
een toename in d e  ex t ravascu la i re  atbumineconcentrat ie.  
V l i l l -2 .  ACBUMINESXNTt4ESE EN VEROUDERING 
Een ande re  doe ls te l l ing  v a n  deze s tud ie  was h e t  onderzoek naa r  d e  
m~olecwlaire basis v a n  de lee f t i jdsa fhanke l i j  k e  toename In die a lbumine- 
synthese.  De v r a a g  h i e r b i j  was meer spec i f i ek  a f  deze v e r a n d e r i n g  
ve roo rzaak t  w e r d  doo r  een v e r a n d e r d  n i v e a u  v a n  boodschapper  R N A  
[ m R N A ]  v o o r  a lbumine e n l o f  doa r  een v e r a n d e r d e  t ra incleerbaarheid 
v a n  dit boodschapper  RNA.  Totaal  cy top!asmat isch RNA e n  p o l y r i b o -  
sornen, zowel membraangebonden als v r i j ,  we rden  gc i so lee rd  u i t  homo- 
genaten v a n  l eve rs  v a n  v rouwe l i j  k e  WAGS R i j  r a t t e n  v a n  ve rsch i l l ende  
l ee f t i j d .  P a l y ( A ] - b e v a t t e n d  RNA w e r d  geïso leerd  w i t  h e t  cytoplasma- 
t i s c h  RNA door midde l  v a n  chromatogra f ie  o v e r  o l igo [dT] -ce i lu lose.  
V e r d e r  w e r d  e r  ook RNA gegx t rahee rd  uit de po ly r ibosomen.  
biet n i veau  v a n  he t  arbumine-mRWA w e r d  in e l ke  RNA- f rac t i e  be- 
paa ld  door  midde l  v a n  moleculai re h y b r i d i z a t i e  met  een enke l s t rengs  
cDWA-probe, d i e  spec i f iek  i s  v o o r  albumine-mRNA ( H o o f d s t u k  1V). 
Deze s tud ies  toonden aan d a t  d e  re la t i eve  hoeveelheid v a n  albulmine- 
mRNA toenam in h e t  cy top lasmat isch RNA e n  i n  d e  membraangebander i  
polyr ibasornen tussen  1 2  e n  24 maanden. Aangezien zowel h e t  leverge-  
w i c h t  a ls d e  to ta le  R N A  hoeveelheid p e r  g r a m  lever  n i e t  v e r a n d e r e n  
tussen  deze twee lee f t i jden,  w e r d  e r  ook eeln toename gevonden  in d e  
absolute hoeveelheid arhumine-mRWA p e r  l eve r  t ussen  1 2  e n  24 maan- 
den.  Tussen 2 4  e n  36  maanden t r a d  e r  geen v e r s c h i l  o p  in de re la t i eve  
hoeveell i ieid v a n  albumine-mRNA noch  in d e  tota le RNA hoeveelheid p e r  
g ram leve r .  E r  w e r d  ech te r  een s fgn i f i can te  v e r h o g i n g  gevonden  in h e t  
l eve rgew ich t  t ussen  deze twee l ee f t i j den  e n  d u s  ook  in d e  abso lu te  
hoeveelheid albumine-rnRNA u i t g e d r u k t  p c r  lever .  De resu l t a ten ,  aan- 
gaande d e  v e r h ~ o g i n g  v a n  d e  re la t ieve hoeveelheid albumine-rnRNA Eus- 
sen 1 2  e n  24 maanden werden  ook v e r k r e g e n  met do t -b lo t  h y b r r d i z a t i e  
(Hoo fds tuk  V ) .  In dit expe r imen t  w e r d  dezel fde tweevoud ige toenarnc 
gezien.  
Om d e  t ransleerbaarf- re id v a n  h e t  albumine-mRNA t e  bepalen werden  
p o l y  r ibosomen [zowel  v r i j  a ls  membraangebonden) geìso leerd  uit de 
l eve rs  v a n  r a t t e n  wan d e  ve rsch i l l ende  iee f t i jdsgroepen.  Een g r o o t  
gedeel te van d e  in d e  riterateuur besch reven  s tud ies  g e b r u i k t e n  isopyc-  
n lsche c e n t r l g u a t i c  om membraangebonden polyr ibosomen t e  sche iden 
v a n  v r i j e  polyr ibosornen u i t  pos2mitochondsiaal supe rna tan t  ( L o o k  & 
Bisctow, 1981) o f  om to ta le  polyr ibosorncn t e  iso leren (Layman e t  a l . ,  
19716; krioudgil e t  al. ,  1979; Shrnaok!er Reis, 1981 1 .  Postmitochondriaab 
supe rna tan t  b e v a t  ech te r  srechts 50% v a n  d e  to ta le  hoeveelheid mem- 
bra l i r igebonden po ly r ibosomen e n  90% v a n  d e  v r i j e  po ly r ibosomen e n  k a n  
daarom n i e t  g e b r u i k t  wo rden  voo r  een quant i tat ie ive bepa l i ng  v a n  d e  
rneinil?raarigebonden polyrl ibosomen (B lobe l  6 Pot te r ,  1967') . Daar komt  
nog bij d a t  met deze techn iek  d e  membraangebonden frakti;: t o t  30%, 
v e r o n t r e i n i g d  k a n  z i j n  met v r i j e  polyr ibosornen [Uilobel & Po t te r ,  "EI&?; 
Lowe e t  a l . ,  19703. Deze prolblemen kun Inen  voorkomen worden  doo r  
g e b r u i k  t e  maken v a n  d e  methode v a n  Ramsey G SteePe (19761 ,  zoals in 
deze s tud ie .  De r e s u l t a t e n  toonden aan dak d e  hoeveelheid v a n  zowel 
v r i j e  a l s  membraangebonden po ly r ibosomen p e r  glram l e v e r  n i e t  veran-  
d e r d e  met v e r o u d e r i n g .  De g r o o t t e v e r d e l i n g  v a n  deze po ly r ibosomen 
bleef ook  o n v e r a n d e r d  met v e r o u d e r i n g .  In v i t r o  t r ans la t i eexpe r imen ten  
-- 
met deze po ly r ibosomen toonden geen  l ee f t i j dsa fhanke l i j ke  verande-  
r i n g e n  aan in h u n  e i w i t s y n t h e t i r e r e n d e  a k t i v i t e i t .  D i t  r esu l t aa t  i s  i n  
t egensp raak  met  d e  resu l t a ten  v a n  Claes-Reckinger e t  al.  (1982) e n  
deze t e g e n s t r i j d i g h e i d  zou  v e ~ r k l a a r d  k u n n e n  worden  door  h e t  f e i t  d a t  
z i j  i n  hun s tud ies  po ly r ibosomen uit pestmi tochondr iaa l  supe rna tan t  
i so leerden.  
De t rans leesbaarhe id  valn h e t  a lbumine-mRNA w e r d  bepaa ld  d o o r  
middel  v a n  i rnmwnoprecip i tat ie v a n  h e t  n ieuw gesyn the t i zee rde  a lbumine 
i n  d e  c e l v r i j e  t r an~s la t i ep roduc ten .  E r  w e r d  gevonden  d a t  d e  albumine- 
syn these  in d i t  sys teem n ~ i e t  in deze l fde  mate v e r h o o g d  was tussen 112 
eri 24 maanden a ls  h e t  albumine-mRNA (50% tegenover  10081. D i t  sugge- 
r e e r t  dak sommige, zo n i e t  a l le,  a lbumine-mRNAs i n  d e  l eve r  v a n  
oude re  r a t t e n  b io log isch m inde r  a k t i e f  z i j n  dan  d i e  in jonge d ie ren .  U i t  
deze s tud ies  k o n  geconc ludeerd  worden  d a t  d e  lee f t i jdsa fhanke l i j ke  
toename in d e  a lbuminesynthese in r a t t e n  g e r e g u l e e r d  w o r d t  v i a  een 
toename v a n  1010% i n  de hoeveelheid a lbumine-mRNA gecombineerd  met 
erin afname v a n  2 5 %  in d e  t rans lee rbaa rhe id  v a n  dit mRWA. 
V l l l - 3 .  DE  CORRELATIE  TUSSEN ALBUMlNIEELlMINbTIE EN 
-SYNTHESE MET QEROiUDERINC 
H e t  is b e l a n g r i j k  olm t e  weter1 o f  d e  reslu l taten omtnr;nt de  el iminat ie 
v a n  a lbumine geco r re lee rd  k u n n e n  worden  met d e  v i n d i n g e n  aangaande 
F-iet a lbumine-mRNA en  d e  t rans lee rbaa rhe id  van  dit mRNA.  Met k a n  n l .  
s te l len  d a t  d e  alburninesynthesesneIheid d i r e c t  ge re la tee rd  is  aan d e  
hoevee lhe id  e n  de t rans lee rbaa rhe id  v a n  h e t  albumine-mRNA. 
De gegevens  o v e r  d e  alburninesynthetizerende a k t i v i t e i t  v a n  mem- 
b raangebonden  po ly r iboso~men (Tabe l  IY-ZB)  toonden aan d a t  in 24 e n  
36 maanden oude  r a t t e n ,  deze a k t i v i t e i t  50% hoger  was d a n  i n  3 e n  3 2  
maanden oude d ie ren ,  hoewel d e  hoeveelheid albumine-mRNA 100% hoger  
was, Daarom kan e r  ges te ld  worden d a t  de t rans lee rbaarhe id  van h e t  
albumine-mRWA i n  d e  twee oudere lee f t i jdsgroepen s lechts  75% bedraag t  
van  die! in de  jongere d ieren.  "A lbuminesynthere"  k a n  benaderd 
worden  door  de! to ta le  hoeveelheid albumine-mRNA i n  membraangebon- 
den  polyr ibasomen p e r  heile l eve r  t e  wermenigvu ld igen m e t  de t r ans -  
Ieerbaarhe id  v a n  d i t  mRNA (1008  iln 3 e n  12 maanden oude r a t t e n  e n  
75% In 24 en  36 maanden oude d i e r e n ) .  Fig. V i I I I - l  laat d e  lee f t i jd -  
a fh~anke l i j ke  ve rander ingen  zien i n  de al~burnineeliminiatie en  in 
' la lbuminerynthesel l .  Be ide fac toren z i j n  re la t i e f  t e n  opz ich te  valn h u n  
waarde in 3 maanden oude d ie ren  u i t g e d r u k t .  Men kan z ien d a t  de  toe- 
name in " a l b ~ m i n e s y n t h e s e ~ ~  met v e r o u d e r i n g  g e l i j k  ve r loop t  met de 
toenaim~e In albumineeIim,inadie (F ig .  \SI 11-1 1. 
leef t i jd  (maanden) 
F ig .  V I I I - l .  Leeftijdsafhankelijke veranderingen i n  albumineelliminatis en i n  
'balburninecynthesel' I n  vrouwelijke WPIC/RiJ r a t t e n .  A l b u m i n e e l i m i n a t i e  en 
'b1 buiminesynthese" z i j n  u i t g e d r u k t  i n  arbitraire eenheden, relatief t e n  
opzichte van hun waasde i n  3 maanden oude ratten. 
Daarentegen w e r d  in 6 i n d i v i d u e l e  36 maanden oude  r a t t e n  geen v e r -  
b a n d  gevonden  tussen  d e  albuminselimi~natiesnelheid en de hoeveelheid 
a lbumine-mRNA (Fig. V I - l  l ] . D i t  s u g g e r e e r t  d a t  d e  r e l a t i e  n i e t  zo een- 
v o u d i g  ligt e n  d a t  in ind i v i due le  d i e r e n  d e  t rans lee rbaa rhe id  v a n  h e t  
a lbumine-mRNA b e t r a k k e n  moet wo rden  om een b e t r o u w b a r e  co r re la t i e  
t e  v e r k r i j g e n .  
V l l l - 4  DE MOLECULAIRE B A S I S  V A N  DE TOENAME I N  DE HOEVEEC- 
H E l D  ALBUMINE-m1RNA MET VEROLIDERENG 
D e  gevonden  toename in d e  hoeveelheid albumine-rnRNA met v e r -  
ouder i rng k a n  h e t  gevo lg  z i j n  v a n  twee processen: 1 ] verander l tzgen i n  
d e  syn these  v a n  dit ~ ~ R N A '  e n  21 v e r a n d e r i n g e n  i n  d e  t u r n o v e r  v a n  dit 
mRNA. Om n u  e r  ach te r  t e  komen welke v a n  deze twee processen v e r -  
an twoorde l i j k  i s  v o o r  d i e  toename werden e r  p r ima i r  s tud ies  u i t g e v o e r d  
met b e t r e k k i n g  t o t  de  synthesesne lhe id  v a n  [ i e t  albumine-rnRNA. De 
t ransc r i p t i esne lhe id  v a n  h e t  ra t tea lbuminegen w e r d  gemeten i n  een in 
v i t r o  systeem met geïsoleerde k e r n e n  u i t  d e  ra t t e leve r  (l.doofdstuk V ) .  
I n  tegenste l l ing  t o t  d e  meeste s tud ies  w e r d  e r  geen lee f t i jdca fhanke l i j  k e  
v e r a n d e r i n g  gevonden  in d e  to ta le  RNA-synthesesne lhe id .  De t r a n s -  
c r i p t i esne lhe id  v a n  h e t  alburninegen w e r d  bepaald doo r  middel  v a n  
h y b r i d i z a t i e  v a n  h e t  n ieuw gesyn the t i zee rde  IRINIA met aan een n i t r oce l -  
lu lose f i l t e r  gebonden albumine-CDNA. Geen l ee f t i j dsa fhanke l i j ke  v e r -  
ande r ingen  in d e  t ransc r i p t i esne lhe id  v a n  h e t  a lburninegen w e r d  ge- 
vonden .  V e r d e r  k o n  e r  aangetoond worden  d a t  de hoeveelheid van al-  
bumine-spec i f ieke RNA-sequent ies i n  d e  k e r n e n  v a n  d e  r a t t e l e v e r  g e l i j k  
b l e e f  met v e r o u d e r i n g .  Deze resu l t a ten  w i jzen e r  o p  d a t  d e  gevonden  
toename i n  de hoeveelheid a lbumine-mRNA n i e t  ge regu lee rd  w o r d t  door  
t ranscr ip t ieprocessem,  maar waarsch i j n l i j k  h e t  gevo l y  i s  v a n  een v e r -  
laagde t u r n o v e r  v a n  dit mRINA. 
Een qua l i ta t ie f  aspect  v a n  h e t  albumine-mRNIA, waarvan  een leef- 
t i j d s a f i a n k e l i j k e  v e r a n d e r i n g  is aangetoond, is de  l eng te  v a n  de po- 
l y [ A ) - s t a a r t .  De resu l t a ten ,  gep resen tee rd  in Cloofdstuk IW, l ie ten  z ien 
d a t  in de l eve r  v a n  r a t t e n  v a n  2 4  rnaariden en oude r  e r  meer a lbumine- 
4- 
mRMA aanwezig was i n  d e  p o l y ( ~ ) i - - f r a k t ~ e  d a n  in d e  p o l y ( A )  - f r a k t i e ,  
D i t  w e r d  biij j onge re  d i e r e n  n i e t  waargenomen. Om nu te  onderzoeken 
o f  k e t  k o r t e r  wo rden  v a n  de p o l y ( A ) - s t a a r t e n  met v e r o u d e r i n g  een 
algerneen fenomeen is  a f  sIechts spec i f iek  voo r  h e t  albumine-mRWA, 
werden  e r  s tud ies  u i t g e v o e r d  met b e t r e k k i n g  t o t  d e  i nv loed  van  v e r o u -  
d e r i n g  op de l eng te  v a n  po l y l [A ] - s taa r ten  v a n  totaal  ra t t e leve r  mRWA. 
E r  w e r d  gevonden  d a t  d e  l eng te  v a n  d e  po l y i /A ] - s taa r ten  in d e  p iek -  
Frak t ie  n i e t  v e r a n d e r d e  met d e  l ee f t i j d  ( 4  130  A- res iduen ] .  Daaren- 
tegen w e r d  e r  een s ign i f i can te  v e r a n d e r i n g  in d e  re la t leve Eengte- 
verde l i r rg  waargenornen. De re la t ieve hoevee lhe id  van  po l y (A3 -s taa r ten  
l ange r  dan  161 A- res iduen nam a f  t ussen  d e  lee f t i jden 12  e n  2 4  maan- 
den ,  t e r w i j l  e r  een toename o p t r a d  i n  d e  re la t i eve  hoeveel f ie id v a n  
po l y  ( A ) - s taa r ten  k o r t e r  d a n  1 1  5 A-res iduen . Dc fys io log ische beteken is  
v a n  deze waarneming,  voo ra l  ook  met b e t r e k k i n g  t o t  h e t  a lbumine- 
rnRINA, b l i j f t  ondu ide l i j k .  De f u n c t i e  v a n  d e  po ly l ih i l -s taa~r ten is h e t  
o n d e r w e r p  geweest  wan veel  d iscussies (h lh l le r  e t  a l . ,  19851 .  Een 
hypo these  is  d a t  d e  p o l y ( A ) - s t a a r t  noodzake l i j k  i s  v o o r  d e  t rans lee r -  
baa~rhe id  v a n  h e t  mRMA.  I nde rdaad  toonden de resu l t a ten  v a n  Hoofd- 
s t u k  iV aan d a t  h e t  k o r t e r  wo rden  v a n  d e  p o l y ( A ) - s t a a r t  v a n  h e t  a lbu -  
mine-mRNA same~nviel met d e  ver laagde t rans lee rbaa rhe id  v a n  dit mRNA 
i r i  polyr ibosomes. Daarentegen is elr besch reven  d a t  deadeny le r i ng  van  
globine-mRNA v a n  h e t  k o n i j n  I S o r e q  e t  a l . ,  19791, v a n  mRNA w i t  L- 
ce l len  v a n  de mu is  ( B a r d  e t  a l . ,  19743 e n  v a n  mRWA u i t  h e t  o v i d u c t  
v a n  d e  k w d r t e l  (Mu l l e r  e t  al. ,  1076)  geen i nv loed  h a d  o p  d e  i n i t i ë l e  
t rans la t iesne lhe id  v a n  deze mRNAs.  Een ande re  hypoth~ese IS  d a l  po- 
Ily [ A )  - s l aa r ten  een s tab i l i zerende r o l  hebben.  D i t  l i j k t  rn  tegenspraak 
met d e  toegenomen s tab i l i t e i t  van  h e t  albumine-rnRl'dA met v e r o u d e r i n g .  
L l t e r a l u u r g e g e v e n s ,  ech te r ,  g e v e n  aanwi jz ingen d a t  e r  geen even red ig -  
I re id bestaat  tussen d e  I cng fc  v a n  d c  po l y l [A ) - s taa r ten  en d c  s ta lp i l ~ te i t  
v a n  hlet mlRNA ( N u d e l  e t  al. ,  1976;  Wuez e t  a l . ,  1977) .  Wan de ande re  
k a n t  i s  d e  s tab i l i t e i t  v a n  een rnRbiA n i e t  meer v e r z e k e r d ,  wanneer d e  
l eng te  v a n  d e  po l y (A1 -s taa r ten  k o r t e r  w o r d t  dan 10-20 A- res iduen,  
He t  k o r t e r  woncleir va t i  d e  po l y  ( A l - s t a a r t  v a n  h e t  a lbumine-mRNA kan 
een secunda i re  gebeur ten i s  z i j n ,  d i e  ve roo rzaak t  w o r d t  doo r  de  toege- 
nomen s t a b i l i t e i t  v a n  d i t  nRRVA. Po l y [AJ -s taa r ten  warden  in h e t  c y t o -  
plasma c o n t i n u  aangeval len doo r  nucleases, he tgeen r e s u l t e e r t  in een 
k o r t e r  worden wan de p o l y [ A ) - s t a a r t  met d e  tijd. De  waargenamen v e r -  
k o r t i n g  v a n  d e  p o l y [ A ] - s t a a r t  wan Fact a lbumine-mRNA k a n  d u s  h e t  ge- 
wo1g z i j n  wan mijn l ange r  v e r b l i j f  in h e t  cytoplasma. De a a r d  v a n  de 
fac to ren  d i e  b e t r o k k e n  z i j n  bij d e  v e r h o g i n g  i n  d e  s tab i l i t e i t  v a n  h e t  
a lbumine-mKNA zou n o g  'bepaald moeten worden.  
De resu l t a ten .  v e r k r e g e n  i n  deze s tud ie ,  t onen  aan d a t  deze ra t t e -  
stam een aantal  l ee f t i j dsa fhanke l i j ke  ve rande r ingen  ondergaat  op zowel 
h e t  moleculai re n i veau  als h e t  o rgaann iveau,  d i e  oen i nv loed  u i toe fenen 
o p  h e t  metabolisme v a n  h e t  serumalbumine.  Ondanks  deze ve rands -  
r i n g e n  [ d i e  zowel d e  a l b c i ~ i n e s y n t h e s e  als -e l iminat ie be inv laeden )  i s  
d e  ve roude rende  v rouwe l i j ke  WAGSRij r a t  zeer wel in s taahom onve ran -  
d e r d e  plasmaspiegels v a n  h e t  a lbumine t e  handhaven  e n  b e z i t  z i j  vo l -  
deende f l e x i b i l i t e i t  om met v e r o u d e r i n g  de homeostase ( w a t  a~lburnine 
b e t r e f t )  t e  handhaven.  
